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留置した．このマウスに ICSを与えて ICS 群とし，青色光照射による大縫線核 5-HT神経への
刺激が疼痛閾値へ与える効果を行動学的手法で評価した．機械刺激性疼痛試験として von 
Frey test，熱刺激性疼痛試験としてHot plate test を用いた．対照群には Sham ICS 処置を
行った．ICS 群と Sham ICS 処置によるマウス群を比較検討したところ，ICS 処置は von 
Frey test による疼痛閾値を低下させた．しかし，遺伝子改変マウスに青色光照射で刺激をし
ても，von Frey test による疼痛閾値の変化は認めなかった．一方， Hot plate test で疼痛閾値
を評価すると，Sham ICS 処置による疼痛閾値の変化と ICS 処置による疼痛閾値の変化に有意
な差はなかった．しかし，曝露処置（ICS 処置か，Sham ICS 処置か）と時期（処置前か，処
置後か）に関わらず，青色光照射で疼痛閾値が上昇した．つまり，ICS 処置は，von Frey test
による疼痛閾値を低下させたが，Hot plate test による疼痛閾値を変化させなかった．一方，
青色光照射による大縫線核 5-HT 神経への刺激は，Hot plate test による疼痛閾値を上昇させ

























































































　三種混合麻酔薬（medetomidine / midazolam /  















光パルス（波長 470nm， 時間 500ms）で大縫線核
の 5-HT神経を刺激し，その後に疼痛閾値が変化す
るか評価した．
　疼痛閾値は von Frey test と Hot plate test で評








した．Hot plate test では組織障害は起こさないと
される 60 秒をカットオフ値とした． 
　von Frey test と Hot plate test は，青色光の照
射前と照射後でそれぞれ 2回ずつ測定し，その平均
値をその個体の疼痛閾値とした（Fig. 1B）．最初に
von Frey test から実施した．青色光を照射前では，
マウスの動きが落ち着いた時点で最初の von Frey 
test を実施した（照射前 1回目）．この最初の von 
Frey test 終了後から 5分以上の間隔を確保して， 2
回目の von Frey test を行った（照射前 2 回目）．
次に青色光照射後の von Frey test を実施した．ま
ず青色光を 1回照射し，その照射から 1分後に追加
照射を実施した．最初の照射から 2分以内で，マウ
スの動きが落ち着いた時点で von Frey test を実施
した（照射後 1 回目）．照射後 1 回目の von Frey 
test 終了後から 5分以上の間隔を確保して，同様に
2回目の von Frey test を行った（照射後 2回目）． 
von Frey test と次の Hot plate test との間には 30
分以上の間隔を確保した．
　続くHot plate test では，青色光を照射前にマウ
スをプレートへ移して 1回目の測定を行った（照射
前 1回目）．この最初のHot plate test 終了後から 5
分以上の間隔を確保して， 2 回目の Hot plate test
を行った（照射前 2 回目）．次に青色光照射後の
Hot plate test を実施した．青色光を 1回照射して
すぐにマウスをプレートへ移して 1回目の測定を行




　2）実験 2　ICS 処置後（Fig. 1A）
　実験 1 から 3 日から 5 日後に ICS 処置または
Sham ICS 処置を開始した．マウスは Bigenic 群，
Control 群を，それぞれ ICS処置をする群（ICS群）
と Sham ICS 処置をする群（Sham ICS 群）に分け
た．ICS 処置は 4 日間かけて行った．1 日目は
PM4：30 から 4℃（±2℃）の冷温室に一晩曝露さ
せた．2日目のAM10：00に冷温室から24℃（±2℃）
Fig. 1　 （A） Study protocol. （B） The von Frey test 
was performed twice before blue l ight 
illumination was given and then twice again 
after the illumination （upper panel）. Following 
the von Frey test, the hot plate test was 
performed twice before blue light illumination 





温室に 30 分間曝露させた．PM4：30 まで冷温室と
常温室へ交互に 30 分間ずつ曝露させる作業を繰り
返し，PM4：30 に冷温室に戻しもう一晩曝露させ
た．3 日目の AM10：00 からも 2 日目と同様の作
業を行い，PM4：30 に冷温室に戻しさらに一晩冷
温室に曝露させた．4 日目の AM10：00 に冷温室
から取り出して ICS 処置完了とした．それに対し
Sham ICS 群は 4 日間を常温室のみに曝露した．部
屋の移動やケージの大きさなど温度以外の条件は
等しくした．
　実験 1と同様に，von Frey test と Hot plate test
における青色光パルス照射前後での疼痛閾値を測定








（Exposure：Sham ICS 処置と ICS 処置の 2 水準）
の 1要因，被験者内の繰り返し要因として，時期
（Time：曝露処置前と曝露処置後の 2水準）と青色
光照射（Blue light：照射前と照射後の 2水準）の 2
要因を設定した．P<0.05 を有意差ありと判定した．
結　　果
　実験 1と実験 2で得られた von Frey test の結果
を Fig. 2, Hot plate test の結果を Fig. 3 に示す．図
中（Fig. 2，3） で△ Before sham ICS ま たは○
Before ICS とあるのは，実験 1 で得られたデータ
である．▲After sham ICS または●After ICS と
あるのは，実験 2で得られたデータである．
　Control 群で Sham ICS 処置を受けたマウスは 8
匹，ICS 処置を受けたマウスは 10 匹であった．
Bigenic 群で Sham ICS 処置を受けたマウスは 7匹，
ICS 処置を受けたマウスは 15 匹であった．その 15
匹のうち，2匹が ICS 処置中に死亡した．この 2匹
のデータはすべて採用しなかった．さらに，残りの
13匹のうち，1匹でvon Frey test中に光ファイバー
が外れ，ICS 処置後の von Frey test のデータ 1匹
分が欠測となった．このマウスの ICS処置前の von 
Frey test データも採用しなかったため，Bigenic 群
で ICS 処置を受けたマウスでは 12 匹のデータを採
用した（Fig. 2，右下パネル，●After ICS，n=12）． 
Hot plate test は死亡した2匹を除く13匹で実施でき
た（Fig. 3の右下パネル，●After ICS，n=13）．
　1．von Frey test（Fig. 2）













4.14 から 4.19 へ上昇，青色光照射後のデータでは
4.15 から 4.20 へ上昇，左上パネル），ICS 処置の後
に疼痛閾値が低下していた（青色光照射前のデータ
では 4.18 から 4.12 へ低下，青色光照射後のデータ







ICS 群でわずかに増加し（Sham ICS 処置曝露前で
4.14 から 4.15 へ増加，Sham ICS 処置曝露後で 4.19
から 4.20 へ増加），ICS 群でわずかに低下した（ICS
処置曝露前で 4.18 から 4.16 へ低下， ICS 処置曝露
後で 4.12 から 4.10 へ低下）．











ICS 処置と ICS 処置）によって異なるということで
ある．つまり，Sham ICS 処置の後では疼痛閾値が
上昇したが（左下パネル，青色光照射前で 4.15 か
ら 4.18 へ上昇，青色光照射後で 4.14 から 4.17 へ上
昇），ICS 処置の後では疼痛閾値が低下した（右下
パネル，青色光照射前で 4.24 から 4.16 へ低下，青




処置の種類（Exposure：Sham ICS 処置と ICS 処
置）によって異なるということである．青色光照射
による疼痛閾値を照射の前後で比較すると，Sham 
Fig. 2　Effects of blue light pulses on mechanical pain thresholds in the von Frey test
Pooled data from 18 control mice （upper panels） and 19 bigenic mice （lower panels） 
before （△） and after （▲） sham ICS （left panels） and before （○） and after （●） ICS 
（right panels）. Values are means±standard error of the mean.
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ICS 群でわずかに低下し（Sham ICS 処置曝露前で
4.15 から 4.14 へ低下，Sham ICS 処置曝露後で 4.18
から 4.17 へ低下），ICS 群では変化しなかった（ICS
処置曝露前で 4.24 のまま， ICS 処置曝露後で 4.16
のまま）． 
　以上をまとめると，Control 群と Bigenic 群の両





　2．Hot plate test（Fig. 3）
　三元配置分散分析の結果，Control 群では主効果，
交互作用のいずれも有意ではなかった．一方，
Fig. 3　Effects of blue light pulses on thermal pain thresholds in the hot plate test
Pooled data from 18 control mice （upper panels） and 20 bigenic mice （lower panels） before 
（△） and after （▲） sham ICS （left panels） and before （○） and after （●） ICS （right 






sure：Sham ICS 処置と ICS 処置）と時期（Time：
曝露処置前と曝露処置後）に関わらず，青色光照射









と Hot plate test の 2 つの行動学的手法による疼痛
閾値の変化で評価した．ICS 処置による線維筋痛症
モデルを作成し，Sham ICS 処置によるマウス群と
比較検討したところ，ICS 処置は von Frey test に
よる疼痛閾値を低下させた．しかし，Bigenic 群に
青色光照射で刺激をしても，von Frey test による
疼痛閾値の変化を認めなかった．一方， Hot plate 






めると，ICS 処置は，von Frey test による疼痛閾
値を低下させたが，Hot plate test による疼痛閾値
を変化させなかった．一方，青色光照射による大縫
線核 5-HT 神経の刺激は，Hot plate test による疼
痛閾値を上昇させたが，von Frey test による疼痛
閾値を変化させなかった．したがって，大縫線核




















経への刺激がHot plate test での熱刺激性疼痛に鎮
痛効果を発揮したことから，大縫線核の 5-HT神経
は，C線維を経由する痛みを軽減することが示唆さ
れる．一方，von Frey test の結果から，大縫線核
の 5-HT 神経は，Aδ線維を経由する痛みへ積極的
には関与しないことが示唆された．
Table 1　P values in three-way ANOVA for Figs. 2 and 3
Control mice Bigenic mice 
von Frey test Hot plate test von Frey test Hot plate test 
Time 0.578 0.108 0.186 0.552 
Exposure  0.269 0.496  0.048＊ 0.651 
Blue light 0.238 0.298 0.136 < 0.001＊ 　
Time×Exposure < 0.001＊ 0.475  0.011＊ 0.339
Time×Blue light 0.697 0.499 0.144 0.513
Exposure×Blue light 0.019＊ 0.307 0.044 0.171 









Paw pressure test と Paw flick test を用いて，機
械刺激と熱刺激に対する痛覚過敏が生じることを報
告している11）．また寒冷ストレス負荷時に脊髄にお
いて 5-HT の合成促進と 5-HT 代謝回転亢進を伴う
5-HT 神経の活性亢進が生じるという報告もあ
る7，12）．しかしながら，本研究での ICS 処置は，
von Frey test による疼痛閾値を低下させたが，Hot 
plate test での疼痛閾値を変化させなかった．一方，







対する疼痛閾値を Paw pressure test で評価し，熱
刺激に対する疼痛閾値を Paw flick test で評価して
いる11）．山本によると，Hot plate test は熱刺激に
対して過敏な状態は観察しにくく，Paw flick test 
は安定したデータを得るのは難しいとされる13）．本
研究では熱刺激に対する疼痛閾値の評価に Hot 
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OPTOGENETIC ANALYSIS OF THE DESCENDING PAIN INHIBITORY SYSTEM 
VIA 5-HT NEURONS IN THE NUCLEUS RAPHE MAGNUS
Manabu MITSUHASHI1，3）, Mitsuko KANAMARU1）, Kenji TANAKA2）,   
Akira YOSHIKAWA1）, Katsunori INAGAKI3）, Tadashi HISAMITSU1）,  
Masataka SUNAGAWA1） and Masahiko IZUMIZAKI1）
1） Department of Physiology, Showa University School of Medicine
2） Department of Neuropsychiatry, Keio University School of Medicine
3） Department of Orthopedic Surgery, Showa University School of Medicine
　Abstract 　　 The descending serotonergic pathways originate from the nucleus raphe magnus 
（NRM） in the rostroventromedial medulla.  These pathways mediate pronociceptive action in addition to 
antinociceptive action.  Pain controlled by manipulating serotonin （5-hydroxytryptamine, 5-HT） neurons 
has not yet been evaluated in free-moving animals.  In the present study, we used optogenetics to exam-
ine how the excitation of intrinsic 5-HT neurons in the NRM affects pain thresholds in free-moving mice 
exposed to intermittent cold stress （ICS group）.  The mice （Tph2-tTA::tetO-ChR2[C128S]-EYFP） were 
anesthetized, and an optical fiber was implanted just above the NRM.  After a recovery period of three 
to five days, the mice in the ICS group were housed at 4℃ for three nights, and exposed to room tem-
peratures alternating between 24℃ and 4℃ every 30 minutes for two days, to induce neurodegeneration. 
Pain was evaluated before and after blue light illumination to optogenetically stimulate 5-HT neurons in 
the NRM.  The von Frey and hot plate tests were performed as mechanical- and thermal-pain tests, re-
spectively.  Blue light illumination increased the pain thresholds of mice in the sham ICS and ICS groups 
in the hot plate test, but did not affect their pain thresholds in the von Frey test.  These findings suggest 
that 5-HT neurons in the NRM mediating the descending pain inhibitory system increased the thermal-
nociceptive threshold.
Key words :  optogenetics, nucleus raphe magnus, serotonin, pain, descending pain inhibitory system
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